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Summary. In histological studies of pathological changes of the human breast calcification
was found in the retained secretion, in the epithelium, and in the stroma of the gland. Since
the pathomorphogenesis of these calcifications is unknown, pathogenetic factors contributing
to the caleification of the mammary gland were studied in experiments. The model of calci-
phylaxis (Selye) was used for the study. Tests were carried outin 70 Sprague-Dawley-rats. The
calcium metabolism was increased by oral application of 1 mg dihydrotachysterol (sensitizer)
on the first day of the test. As a second factor (challenger) experimental retention of milk was
produced by ligature of some mammillae. In another experimental group, after application of
dihydrotachysterol, a metabolic damage of cells was effected by intraperitoneal injection of
ethionine (2% watery solution). Complete dosage of ethionine: 400-—800 mg per kg animal.
Histochemical proof of calcium deposits were obtained with the methods of Voigt and V. Kossa.

Results. 1. Dihydrotachysterol increases the secretory activity in the mammary gland of lac-
tating rats and augments the calcium content of the secretion. Application of ethionine alone
causes a greater precipitation of calcium in the secretion of the gland than in normal lactating
animals. 2. The mechanical calciphylactic reaction produced by ligating the mammillae is cha-
racterized by the precipitation of calcium in the secretion retained in the lumen of the glands.
3. Metabolic calciphylaxis produced by ethionine causes an increase of calcium in the secretion
of the glands. It leads to intraepithelial and interlobular calcification of interstitial tissue, the
latter exceeds the former. 4. The formal pathogenesis of the two types of calcification is demon-
strated and compared with calcifications already known in the human mammary gland.

Zusammenfassung. Vergleichende pathohistologische Untersuchungen an Brustdriisen des
Menschen haben ergeben, dafi Kalkablagerungen in retiniertem Driisensekret, in Epithelzellen
und im Stroma auftreten kénnen. Die Pathomorphogenese dieser Gewebsverkalkungen ist weit-
gehend ungeklidrt. Durch experimentelle Untersuchungen sollen pathogenetische Faktoren fur
die intramammire Verkalkung aufgezeigt werden. Fur das Studium extraossirer Gewebs-
verkalkungen diente das Modell der Calciphylaxie nach Selye. Die Untersuchungen wurden an 70
Sprague-Dawley-Ratten durchgefithrt. Die Mobilisation des Calciumstoffwechsels erfolgte
durch einmalige perorale Applikation von 1 mg Dihydrotachysterin (Sensitizer) am 1. Ver-
suchstag. Als zweiter Faktor (Challenger) wurde in einer Versuchsgruppe am 2. Versuchstag
durch Ligatur der Zitzen eine experimentelle Milchstauung gesetzt. In einer 2. Versuchsgruppe
wurde nach Applikation von Dihydrotachysterin eine metabolische Zellschidigung durch
Athionin («-Amino-y-ithylmercaptobuttersiure) durch intraperitoneale Injektion in 2%iger
wiBriger Losung ausgel6st. Gesamtdosis an Athionin: 400—800 mg/kg Tier. Histochemischer
Kalknachweis nach Voigt und v. Kossa.

Ergebnisse. 1. Dihydrotachysterin bewirkt bei lactierenden Ratten eine Steigerung der
sekretorischen Aktivitit mit Anreicherung von Calcium im Sekret. Auch unter Athionin-
wirkung werden stdrkere Kalkniederschldge im Driisensekret beobachtet als bei lactierenden
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Kontrolltieren. 2. Bei der durch mechanische Sekretstauung hervorgerufenen calciphylaktischen
Reaktion ist die Kalkablagerung iiberwiegend im retinierten Sekret des Driisenlumens lokali-
siert. 3. Bei metabolischer, durch Athionin bedingter Calciphylaxie entwickelt sich eine Cal-
ciumvermehrung im Driisensekret, eine intraepitheliale und eine quantitativ tiberwiegende
interlobulédre Verkalkung des Mesenchyms. 4. Die formale Pathogenese beider Verkalkungs-
typen wird aufgezeigt und bekannten Calcifikationen in der Brustdriise des Menschen gegen-
tibergestellt.

Die in der Brustdrise des Menschen, insbesondere in Tumoren, bei fibros-cysti-
scher Mastopathie oder in retiniertem Sekret auftretenden granuléren oder scholli-
gen Kalkablagerungen sind in der Histopathologie der weiblichen Mamma seit lan-
gem bekannt (Schultz-Brauns, 1933; Geschickter, 1945). Durch Anwendung der
Mammographie haben diese Verkalkungen zunehmende diagnostische Bedeutung
erlangt, so daB rontgenologisch erfafbare, spritzerartige Calcifikationen in einem
Brustdriisenkérper als wichtiges Kriterium fiir das Vorliegen eines Carcinoms gel-
ten (Gershon-Cohen, Yiu und Berger, 1962). Angaben tber die Haufigkeit von
Verkalkungen in malignen Tumoren der Mamma sind allerdings unterschiedlich:
Egan (1960) stellte in 40% Kalkherde fest; Levitan, Witten und Harrison (1964)
in 29% ; Black und Young (1965) in 39% ; Friedmann, Askovitz und Berger
(1966) in 24 % ; Buchwald (1968) in 43 % . — Bei réntgenologischer Untersuchung
von Tumorstiicken, die zur histologischen Untersuchung in Paraffin eingebettet
worden waren, fanden Shepard, Crile und Strittmatter (1962) sogar in 75%
Kalkablagerungen. Dagegen weisen benigne Geschwiilste nur in 6 % Abscheidungen
von Kalksalzen auf.

Das morphologisch wechselhafte Verkalkungsmuster in der Mamma, Ausmal}
und Topik der Ablagerungen in Driisenalveolen, Milchgéingen, Epithelzellen sowie
im Mantel- oder Stitzgewebe sind in ihrer Pathogenese noch weitgehend ungeklirt
und auch experimentell bisher nicht untersucht worden. Neue Ergebnisse konnen
daher durch das Studium der experimentellen extraossiren Gewebsverkalkung mit
dem Wirkungsprinzip der Calciphylaxie von Selye (1962) erwartet werden.

Bei der calciphylaktischen Reaktion mobilisiert ein ,,Sensitizer” (Calcinosefak-
toren wie Dihydrotachysterin [DHT], Vitamin D) den Calciumstoffwechsel. Der
innerhalb einer , kritischen Zeitperiode** einwirkende zweite Faktor, der ,,Challen-
ger', verdndert je nach den Versuchsbedingungen chemisch oder physikalisch das
Receptorgewebe in der Weise, dall lokalisierbare Verkalkungen moglich werden.
Mit diesem Modell wird daher versucht, experimentell die Formen intramammaérer
Verkalkungen nachzuahmen, woraus sich folgende Fragen ergeben:

1. Ist es moglich, caleiphylaktische Reaktionen in der Mamma auszulosen ?

2. Konnen verschiedene Verkalkungstypen experimentell erzeugt werden ?

3. Erlauben die experimentell gewonnenen Ergebnisse eine Deutung der Verkal.
kungstypen in der Brustdriise des Menschen ?

Material und Methoden

Die Versuche wurden an 70 weiblichen, lactierenden Sprague-Dawley-Ratten einer Main-
zer Tierzuchtanstalt durchgefithrt. Die Tiere befanden sich im 1. oder 2. Fortpflanzungscyclus.
Durchschnittsgewicht 270 g. Wenige Tage vor dem Werfen wurden die Tiere in Einzelkéfigen
gehalten. Fitterung durch Standardfutter (Hauna, Fa. Briickenmiihle, Hiinfeld), Trinkwasser
ad libitum. — Grofie des Wurfes: 8—9 Jungtiere.
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Als Sensitizer diente AT 10 (kristall. Dihydrotachysterin in &liger Lésung, Fa. Bayer und
Merck). Dosierung: 1 mg/100 g Korpergewicht Ratte; Applikation: peroral durch Schiluck-
sonde. Als Challenger wurden zwei Wirkungsprinzipien angewandt: 1. Mechanische Sekret-
stauung durch Ligatur der Zitzen. 2. Metabolische Schédigung der Epithelzellen durch
Athionin (x-Amino-p-athylmercaptobuttersiure, Fa. Schuchardt, Miinchen). Applikation:
Intraperitoneale Injektion einer 2 %igen Lésung in physiologischer Kochsalzlésung mit pH 7.

1. Vorversuche zur Bestimmung des Serumcalciumspiegels unter Dihydrotachysterin (DHT)
wurden an 18 juvenilen Sprague-Dawley-Ratten mit Kérpergewicht von 95—110 g vorgenom-
men. Die Tiere erhielten Standardfutter und Trinkwasser ad libitum. 1 mg DHT wurde
durch Sehlucksonde verabreicht. Je 2 vorbehandelte Tiere wurden am 1., 2., 3., 4., 5., 7., 9.,
11. und 13. Versuchstag durch Entbluten getotet. Das Blutserum wurde flammenphotome-
trisch auf seinen Calciumgehalt untersucht ! (Abb. 1).

2. Versuchsgruppe: 8 Kontrolltiere (normale Lactation).

3. Versuchsgruppe: 8 lactierende Ratten, 3.Tag post partum (p.p.) DHT. Sektion
5.—15. Tag p.p.

4. Versuchsgruppe: 8 lactierende Ratten, 3. Tag p.p. DHT. 3—6 Std spéter Abbinden der
rechten thorakalen und abdominalen Mamillen in Athernarkose. Sektion 10.—25. Tag p.p-

5. Versuchsgruppe: 8 lactierende Ratten. Am 3. und 4. Tag p.p. insgesamt 0,8 g Athionin
pro 100 g Ratte.

6. Versuchsgruppe: 22 lactierende Ratten, 3. Tag p.p. DHT. 8 Tiere: 4.—5. Tag p.p. je
0,2 g Athionin pro 100 g Ratte sog. niedrige Dosis. 6 Tiere: 4.—7. Tag p.p. je 0,2 g Athio-
nin pro 100 g Ratte sog. mittlere Dosis. 8 Tiere: 4. Tag p.p. morgens und abends je 0,4 g
Athionin pro 100 g Ratte; sog. hohe Dosis. Sektion: 6.—20. Tag p.p.

Fiir die histologischen Untersuchungen wurden Teile der Brustdrisen abprépariert und in
Formalin und in 70 %igem Alkohol fixiert. Einbettung in Paraffin, Firbung mit HE, van
Gieson, PAS. Kalknachweis nach v. Kossa (1901) und nach Voigt (1957). Diese fiir Calcium
spezifische Methode beruht auf einer Reaktion von freiem Calcium mit Naphthalhydroxam-
sdure. Nachweis des Calciums erfolgt im halb- oder vollpolarisierten Licht in Form rhom-
boider, doppelbrechender Kristalle.

Ergebnisse

1. Der Einfluf3 von DHT auf den Serumcalciumspiegel und die unspezifische
Organcalcinose

Fir die Beurteilung calciphylaktischer Reaktionen ist in Vorversuchen die zeit-
liche Verdnderung des Serumecalciumspiegels nach einmaliger Gabe von 1 mg DHT
pro 100 g Kérpergewicht Ratte bestimmt worden. In Ubereinstimmung mit Jean
und Mendell (1962) sowie Moss und Urist (1964) steigt das Serumcalcium bis zum
3. Tag nach DHT-Applikation steil an. In den folgenden 10 Tagen kehrt der Cal-
ciumspiegel zur Norm zurtick. Die einmalige DHT-Gabe lost demnach eine etwa
10 Tage anhaltende Hypercalcdmie aus (Abb. 1).

Die Versuchstiere zeigten unter DHT-Wirkung kein bemerkenswertes Verhalten. Bei der
Obduktion makroskopisch keine auffilligen Verinderungen. — Histologisch war jedoch eine
ausgepragte ,,unspezifische Calcinose** (Selye, 1962) festzustellen, die sich bis zum 3./4. Tag
ausgebildet hatte und mit Absinken des Serumcalciumspiegels wieder schwand. Der Calcium-
nachweis von Voigt (1957) ergab diskrete Verkalkungen von Herzmuskelfasern, ferner subinti-
male Kalkeinlagerungen in den Coronararterien, eine Calcinose des Alveolargeriistes der Lunge,
eine Nephrocalcinose mit Kalkeylindern in den Tubuli, eine Verkalkung der Muscularis pro-
pria des Magens und Kalkeinlagerungen in den Wanden der Lebersinusoide. In der schemati-
schen Darstellung Abb. 1 sind Topik, Intensitéat der Organcalcinose und Serumcalcinmspiegel
gegeniibergestellt.

1 Herrn Doz. Dr. Prellwitz, I1. Med. Univ.-Klinik Mainz, sei fiir diese Untersuchungen viel-
mals gedankt.



142 G. Brandt und R. Bissler:

Ca
mVG//, Img DH

801 mg T

701

60 1

501

40 1 I
]

I 3 Tage

YYY ¥

Abb. 1. Gegeniiberstellung von Serumcalciumspiegel und unspezifischer Organcalcinose der

Ratte. Oben: Serumcalciumspiegel nach DHT (1 mg/100 g). Steiler Anstieg bis zum 3. Tag;

allmihliche Riickkehr zur Norm innerhalb von 10 Tagen. Darunter: ,,Unspezifische Calcinose*

der Versuchstiere. Die ausgeprigtesten Calcifikationen finden sich am 4.—5. Versuchstag in
Lunge, Herz, Leber, Magen und Nieren

DHT wird von juvenilen weiblichen Ratten, von Tieren wihrend der Lactation und bei
Behandlung mit Geschlechtshormonen unterschiedlich vertragen. Eine einmalige Dosis von
2 mg DHT pro 100 g Kérpergewicht Ratte iiberleben normale weibliche Tiere — allerdings mit
starker Allgemeinreaktion, Gewichtsabnahme und Diarrhoe. Lactierende Ratten zeigen schon
nach 1 mg DHT pro 100 g Koérpergewicht gleiche Erscheinungen und sterben nach 2 mg DHT
pro 100 g Korpergewicht. — Besonders sensibel sind juvenile Ratten wihrend einer Oestrogen-
und Progesteronbehandlung. Diese Tiere sterben schon nach einmaliger Applikation von 1 mg
DHT pro 100 g Kérpergewicht, so da nur jeweils die Hilfte dieser Dosierung verabreicht wer-
den kann. Die Ergebnisse iiber Wirkungen von DHT an der hormonal proliferierten Mamma
werden an anderer Stelle mitgeteilt.

2. Der histochemische Calciumnachweis in der Mamma lactierender Ratten
( Versuchsgruppe 2)

Die fiir Calcium spezifische Gewebsreaktion nach Voigt ergibt in der Mamma
lactierender Ratten unterschiedliche Befunde, die vom Fiillungsgrad der Alveolen
und damit vom Caseingehalt abhingen (Abb. 2a). RegelmaBig ist in Alveolen bei
Sekretretention der Calciumgehalt hoch und héufig auch in den Epithelzellen er-
faBbar (Abb. 4a). Im Interstitium der lactierenden Mamma sind zwischen 3. und
18. Tag post partum vereinzelt doppelbrechende Calciumkristalle zu sehen.

3. Die Wirkung von DHT auf die lactierende Mamma (Versuchsgruppe 3)

Die Tiere zeigen mehrere Tage lang Frefunlust, Gewichtsabnahme, struppiges
Fell und Conjunctivitis. Bei der Sektion findet sich eine unspezifische Calcinose
(Selye, 1962) in Lunge, Magen, Herz und Nieren.
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Abb. 2 a——c. Wirkung von DHT auf die lactierende Mamma. a Normal lactierende Mamma:

In erweiterten Alveolen herdférmig Calcium angereichert, Voigt-halbpolarisiert. b Ektatische

Alveolen nach kurzdauernder DHT-Einwirkung mit vermehrtem Calciumgehalt des Sekretes,

Voigt-halbpolarisiert. ¢ Von Kalk erfullte Alveolen nach lingerer DHT-Einwirkung. In Epi-

thel und Interstitium nur wenig ,,Calciumkristalle*’, Voigt-vollpolarisiert (Alkohol-Fix., Paraff.,
Vergr. 70x)

Mamma. Makroskopisch sind keine Unterschiede zu den normal besaugten
Brustdriisen zu erkennen. Histologisch werden Zeichen lebhafter Sekretion und
Sekretretention beobachtet. Der Calciumnachweis ergibt in weit entfalteten Alve-
olen mit kubischen Epithelien und angedeuteter Spiegelbildung eine intensive Re-
aktion. Unter Spiegelbildung oder ,,Absahnen‘ versteht man nach Richardson
(1948) eine Abtrennung des spezifisch schwereren Milcheiweill von dem. tberlager-
ten Milchfett durch eine scharfe Grenze. Bei Polarisation ist das Driisenlumen von
den gelb aufleuchtenden Kristallen flichenhaft ausgefallt (Abb. 2b, ¢). Gegeniiber
den Kontrolltieren ist regelmifig vermehrt Calcium im Drisenlumen erfaBbar
(Abb. 2a).
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Abb. 3 a u. b. DHT und experimentelle Milchstauung. a Leistenférmig vorspringende, erwei-
terte Milchgiinge zwischen atrophischem Driisengewebe. b Beim Préparieren der Driise erdff-
nete Milchgénge enthalten verkalktes weiles Sekret

4. Calciphylaktische Reaktion nach DHT wnd experimenteller Milchstauung
( Versuchsgruppe 4)

Die Allgemeinreaktionen entsprechen denen der Versuchsgruppe 3. Makrosko-
pisch heben sich nach 14tégiger Milchstauung bleistiftminenstark erweiterte Milch-
géinge von involviertem Driisengewebe ab. Eroffnete Milchgédnge haben einen kalk-
haltigen, brockeligen Inhalt (Abb. 3).

Histologisch finden sich nach kurzdauernder Sekretstauung dhnliche Verdnde-
rungen wie bei Versuchsgruppe 3. Bei fortdauernder Stauung sinken die spezifisch
schwereren Proteinbestandteile ab und werden von Fetttropfen iiberlagert (Spie-
gelbildung). Die Milchgéinge und ein Teil der Alveolen erweitern sich. Thre Epithe-
lien flachen ab. An Stelle der involvierten Drisenanteile wéchst vikariierend Fett-
gewebe ein. Das interlobulére Bindegewebe wird durch Faserbildung groBkerniger
Fibrocyten verbreitert. Die experimentelle Milchstauung bewirkt neben der Sekret-



Abb. 4 a u. b. DHT und experimentelle Milchstauung. a Stark erweiterte Milchgéinge mit dich-

ter Kalkausfallung im Lumen, Voigt-vollpolarisiert, Vergr. 230 X . b Verkalkung des Sekretes

gestauter Milchgéinge und Alveolen zwischen atrophischen Driisenldppchen und vikariierend
einwachsendem Fettgewebe, Voigt-halbpolarisiert. Vergr. 70 x. (Formol- u. Alkohol-Fix.)

retention mit Ektasie der Milchgidnge und eines Teils der Alveolen eine rasche
Riickbildung der tibrigen Driisenanteile.

Mit der Zeit entstehen im Epithelverband der gestauten Milchginge durch Epi-
thelnekrosen breite Liicken, durch die lockeres Bindegewebe einwéchst. Vom inter-
lobéren Bindegewebe aus wird das gestaute Sekret unter Ausbildung eines Granu-
lationsgewebes mit Fremdkorperriesenzellen resorbiert. — In einem Vorversuch
war bei einer Ratte nach 25 Tage andauernder Stauung die Brustdriise flichen-
haft durch Granulationsgewebe ersetzt.

Beim Calciumnachweis nach Voigt 148t sich nach kurz dauernder Milchstauung
eine gleichméBige Calciumanreicherung in dem aufgestauten Sekret nachweisen
(Abb. 4a). Mit zunehmender Entmischung des Sekretes (,,Absahnen®) als Zeichen
intramammérer Sekretstauung verdichten sich die Calciumansammlungen in den
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sedimentierten Sekretbestandteilen, d.h. iiberwiegend in der caseinreichen Phase.
Tm Epithel und Interstitium sind nur vereinzelt gelbe ,,Calciumkristalle” zu be-
obachten.

Im Lumen sich zuriickbildender Alveolen ist in den Sekretresten nur wenig
Calcium erfaBbar. Der Calciumgehalt des Sekretes in den gestauten Milchgéngen
und Alveolen nimmt mit fortdauernder Stauung zu (Abb. 4b). Dieser ist kenntlich
an einer Zusammenlagerung der gelben Kristalle, wodurch bei der Voigt-Farbung
das Sekret tiefbraun gefirbt ist. Teilweise sind im Alveolarlumen schollige, grobe
Calcifikationen enthalten.

Stellenweise finden sich diskrete Calcifikationen im interstitiellen Bindegewebe
im Bereich involvierender Alveolen. Quantitativ stehen diese interstitiellen Ver-
kalkungen weit hinter den intraalveoldren Calciumanreicherungen.

5. Calciumnachwess in der Mamma dthioninbehandelter Ratten
( Versuchsgruppe 6 )

Innerhalb kurzer Zeit applizierte hohe Dosen Athionin storen fiir 4—6 Tage
das Allgemeinbefinden: Die Versuchstiere haben struppiges Fell, Frefunlust und
kiimmern sich weniger um ihre Jungen. Makroskopisch ergibt die Obduktion kei-
nen von der Norm abweichenden Befund.

Histologisch reigt die Mamma fiir wenige Tage Zeichen der Stauung mit Sekret-
retention und Spiegelbildungen. 5 Tage nach der Athioningabe ist der Sekret-
gehalt wieder normal. In normal weiten Alveolen bilden die Epithelien papillire
Epithelhyperplasien aus, die sich in das Lumen vorwélben.

Beim Calciumnachweis nach Voigt stellt sich ein erhdhter Calciumgehalt des
Driisensekretes dar; feingranulire Schwérzungen bei der Kossa-Farbung weisen
auf einen erhdhten Phosphatgehalt hin (Abb. 5a). RegelmafBig ist der morpholo-
-gisch erfaBbare Calciumgehalt des Sekretes gegeniiber normal lactierenden Mam-
mae vermehrt. Tm Alveolarepithel und im interstitiellen Bindegewebe ist nur
ganz vereinzelt Calcium nachweisbar.

6. Calciphylaktische Reaktion nach DHT und metabolischer Zellschidigung
durch Athionin (Versuchsgruppe 6)

Die Allgemeinreaktionen der Tiere sind dosisabhingig: Rhinitis und Kon-
junktivitis, struppiges Fell, Gewichtsreduktion bei Frefunlust und Durchfall. Die
Mortalitit ist bei héchster Dosierung am groBten: Es sterben von 8 Versuchstieren
5 innerhalb der ersten 10 Versuchstage. Makroskopisch sind die Mammae bei kur-
zer Versuchsdauer wenig auffillig, bei lingerer Versuchsdauer dosisabhingig ver-
schmaélert, trocken und karnés. Im Driisengewebe fallen punktférmige weiBe Calei-
fikationen auf. Bei langerer Beobachtung findet man schollige Kalkausfallungen
zwischen atrophischem Driisengewebe (Abb. 6a).

Histologisch erhilt man je nach Athionindosis unterschiedliche Bilder: Bei
,miedriger Athionindosierung sind die Alveolen weit entfaltet, ihre Epithelien
weisen keine Besonderheiten auf. Das Driisensekret verliert seine homogene Struk-
tur. Die Alveolarlumina sind von groBen Fetttropfen erfiillt, zwischen denen netz-
formig Casein eingelagert ist. Der Kalknachweis nach Voigt ergibt einen hohen
Calciumgehalt des Driisensekretes. Beim Vergleich mit nur DHT-behandelten
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Abb. 5. a Lactation und Athionin: Kalkausféllungen im sedimentierten Eiweil, von Fett tiber-
lagert (sog. Spiegelbildung), Kossa. Vergr. 70 X . Verkalkung nach DHT und Athionin: b inter-
stitielle Verkalkung um Driisenalveolen. Durch Epithelliicken ergieft sich kalkhaltiges (schwar-
zes) Sekret in das Interstitium, Kossa, Vergr. 70 X. ¢ Calcifikation des interstitiellen Binde-
gewebes der Brustdriise, Kossa, Vergr. 70X . (Formol- und Alkohol-Fix., Paraff.)

Tieren ist dieser erhoht. Die Epithelzellen und das interstitielle Bindegewebe enthal-
ten in kleinen Mengen ebenfalls Calcium, so dal sich bei voller Polarisation die
Alveolarlumina unscharf abzeichnen.

Bei den Ratten mit ,,mitilerer Athionindosis*‘ zeigt das Sekret im histologi-
schen Bild dhnliche Zeichen der Entmischung wie bei niedriger Athionindosis. Die
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Abb. 6. a Schollige Verkalkung im atrophischen Brustdriisengewebe der Ratte nach DHT und

einmaliger Gabe einer hohen Athionindosis. b Schollige, flichenhafte Verkalkung und Nekrose

ganzer Driisenliippchen nach DHT und Athionin, Voigt-vollpolarisiert. (Alkohol-Fix., Paraff.,
Vergr. 70 x)

Grenze zwischen Epithel und Sekret ist haufig unscharf: beide haben bei der HE-
Farbung einen blaulichen Farbton. Beim Calciumnachweis nach Voigt erscheinen
solche Stellen diffus mit Calcium angereichert. Sekret, Epithel und Interstitium ist
mit Caleium beladen, wobei das Maximum der Calciumablagerungen im Sekret des
Alveolenzentrums zu finden ist. Lokal sind die interstitiellen Kalkablagerungen
verdichtet. Iminteralveoldren und periductuliren Bindegewebe sind biischelférmige
Kalkabscheidungen entstanden. Insgesamt liegt eine diffuse Calciumanreiche-
rung des Driisenkérpers vor.

Nach einmaliger Gabe der ,hohen Athionindosis® verliert nach dreitigiger
Versuchsdauer das Sekret in den weiten Alveolen seine homogene Beschaffenheit.
Die bei HE-Farbung bldulichen Sekretmassen sedimentieren der Schwere nach und
werden von Fetttropfen iiberlagert. Der Gehalt an Fetttropfen wird so hoch, daf3
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die iibrigen Sekretbestandteile an den Alveolarrand gedrdngt werden oder sich
netzférmig dazwischen verteilen. In der Alveolenperipherie ist es oft nicht mog-
lich, histologisch zwischen angefirbten Epithelien und dicht aufgelagertem Sekret
zu unterscheiden. Nur bei sekretorisch tédtigen Epithelzellen, die Fetttropfen ab-
geben, werden die Zellgrenzen deutlich. Kleinere Epithelgruppen werden nekro-
tisch, das Sekret wird nur durch die Basalmembran im Lumen gehalten. Im inter-
stitiellen Bindegewebe sind die Fasern verquollen, es ist vermehrt eosinophil. Die
PAS-Reaktion ergibt eine intensive Anfirbung des Interstitium.

Nach 20tdgiger Beobachtung findet man gréfere Abschnitte der Brustdrise
umgebaut und von Kalkmassen durchsetzt.

Beim Calciumnachweis nach Voigt sind nach kurzer Versuchsdauer bei der
hohen Dosierung die Alveolen gleichmaBig von kalkhaltigem Material erfullt. Auch
Epithel und Interstitium enthalten Calcium in diffuser Anordnung.

Mit zunehmender Entmischung des Sekretes durch Fetttropfenbildung wird
das Alveolenzentrum calciumarm. Nur Reste von Eiweif3, die die Fetttropfen um-
scheiden, enthalten Calcium. Dichte Kalkabscheidungen finden sich in den Sekret-
bestandteilen, die sich dem Epithel auflagern. Haufig sind kleine Kalkschollen in
Driisenepithelzellen zu beobachten. Stellenweise wird das Epithel von kalkhalti-
gem Sekret durchsetzt. Im angrenzenden interstitiellen Bindegewebe finden sich
zunehmend streifenférmige Kalkabscheidungen entlang den Bindegewebsfasern
(Abb. 5b). Es bilden sich massive interstitielle Verkalkungen in den Faserstruk-
turen und der Grundsubstanz aus, wihrend im Alveolenlumen nur noch Reste
calciumhaltiger Substanzen zu finden sind (Abb. 5¢). In einem Teil der Alveolen
kommt Epithel nicht mehr zur Darstellung. Statt der Drisenepithelien finden sich
lediglich schmale, ringférmige Kalkspangen, die dafiir sprechen, dal auch intra-
cellulire Verkalkungen im Driisenepithel eingetreten sind.

Nach 20tdgiger Versuchsdauer sind in den erhaltenen Driisenanteilen geringe
interstitielle und intraalveolire Kalkabscheidungen zu beobachten. In den zer-
storten Anteilen der Driise ist das Interstitium grobschollig verkalkt. An die alveo-
lare Struktur der Mamma erinnern dann nur noch ringférmig angeordnete Kalk-
spangen (Abb. 6b).

Diskussion

1. Physiologische Voraussetzungen

Bei der Beurteilung calciphylaktischer Reaktionen in der Mamma ist davon auszugehen,
daB Drisenalveolen und -ginge nur wihrend der Lactation und im Beginn der Involution
histochemisch erfafibares Calcium enthalten. Dieses ist an die 200—300 my. messenden Casein-
granula gebunden, die im Golgifeld der Driisenzellen aus Vorproteinen entstehen. Damit ist
auch der Nachweis des intracelluldiren Calcium im polarisierten Licht nach Voigt wihrend der
Lactation oder Sekretretention zu erkliren.

Bei schnell aufwachsenden Jungtieren, zu denen die Ratte z#hlt, ist der Milchealcium-
gehalt hoher als bei langsamer wachsenden Tieren (Tabelle).

Fiir die physiologische Erhaltung der Lactation ist ein gleichméBiger Parathormonspiegel
und ein konstanter Blutcalciumgehalt erforderlich (Cowie und Folley, 1961). Die Milchmenge
nimmt nach Parathyreoidektomie ab (Cowie und Folley, 1945). DHT bewirkt nach Djojosoe-
bagio und Turner (1964) eine verstidrkte Lactation und Serumcalcium-Mobilisation und in
Kombination mit Geschlechtshormonen eine Stimulierung der Driisenproliferation mit Erho-
hung der DNS (v. Berswordt-Wallrabe und Turner, 1960). — Diese Einfliisse fiigen sich bei
einer regelrechten Lactation und Involution in die hormonalen Regulations- und Resorptions-
mechanismen so ein, dafl wihrend der physiologischen Riickbildung der Mamma und voriiber-

11  Virchows Arch, Abtf. A Path. Anat., Bd. 348
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gehenden Sekretretention keine Verkalkungen entstehen. — Dagegen kann bei DHT-Behand-
Tung lactierender Tiere histochemisch ein eindeutig vermehrter Calciumgehalt der Milch beob-
achtet werden (Abb. 2). Diese Calciumanreicherung zeigt sich auch indirekt in einer vermehr-
ten Calciumaufnahme der Jungtiere unter dem Bilde der unspezifischen Calcinose der Schidel-
haut, des Herzmuskels und der Nieren.

2. Experimentelle Pathogenese intramammdrer Verkalkungen

Die am Studium der experimentellen Calciphylaxie von Selye (1962) gewonne-
nen neuen Gesichtspunkte sind vor allem von Seifert (1963, 1965a, b) fir die
Deutung verschiedener Formen extraossérer Organverkalkungen in der Pathologie
des Menschen herangezogen worden. Die eigenen Untersuchungen an der Mamma
sollten priifen, ob calciphylaktische Reaktionen auch an diesem Organ ausgelost
werden kénnen. Dabei wurde die Calcium-Homoiostase durch perorale Instillation
von DHT verdndert und die Gewebscalcinose initiiert. Als Realisator der Verkal-
kung in der Brustdriise diente die physikalische Wirkung der Sekretretention (Milch-
stauung) und als chemischer Faktor die Zellschiidigung durch Athionin.

Sekretstauungen in lactierenden Brustdriisen und Retentionen bei verschiede-
nen Dysplasieformen werden héiufig beobachtet und sind elektronenoptisch durch
Strukturwandlungen des Sekretes und durch eine von Zeitdauer und Intensitit
der Stauung abhéingigen Alteration der Driisenepithelzelle gekennzeichnet (Béssler,
1961). Nach DHT-Sensibilisierung wird Calcium in das gestaute Sekret ausgeschie-
den. Unter zunehmender chemischer und physikalischer Anderung des Sekretes
entwickeln sich Kondensate mit den Eigenschaften von Kristallisationskernen.
Nach mehrtagiger Hypercalcéimie lagern sich appositionell Kalksalze ab, die die
starke intraalveoldre Verkalkungsform verstéindlich machen. Verkalkungen im In-
terstitium sind dagegen geringradig und nur dann zu erwarten, wenn der intra-
alveoldre Stauungsdruck zu einer Cytolyse des Epithels und nach Ruptur der Ba-
salmembran zu einem Ubertritt des Sekretes in das Stroma gefithrt hat (Abb. 3,4).

In der Pathologie der menschlichen Brustdriise sind diese intralobuldren und
intracanaliculdren Verkalkungen hdufig und als Calcifikation vonretiniertem Sekret
bei verschiedenen Dysplasieformen, insonderheit der fibrds-cystischen Mastopa-
thie, aufzufassen. Es wird vermutet, dall Haufigkeit und Ausmal dieser Verkal-
kungen auf der Fahigkeit der Driisenzelle beruht, aktiv Calcium in héherer Kon-
zentration als im Blutserum abzugeben (Black und Young, 1964 ; Hamperl, 1968).
Im Hinblick auf den hohen Calciumspiegel physiologischer Sekretformen (Colo-
strum, Milch, vgl. Tabelle) und der hiufig nachweisbaren Sekretion bei Dyspla-
sien konnte diese eine Voraussetzung der Calcifikation darstellen. Der Realisa-
tionsfaktor wére durch Stagnation, Viscositdtsinderung und Kondensation des
gebildeten Sekretes gegeben. Damit kann das physikalische Modell der Caleiphy-
laxie diese Verkalkungsformen in der Brustdriise des Menschen versténdlich
machen.

Calciphylaktische Reaktionen nach DHT und metabolischer Zellschidigung
durch Athionin sind bisher nicht untersucht worden und rufen ein anderes Ver-
kalkungsmuster als durch Sekretstauungen hervor. Das als Challenger verwendete
Athionin hemmt nach Simpson, Farber und Tarver (1950) die intracellulire Ei-
weiBsynthese, indem Methionin nicht in das Proteinmolekiil eingebaut wird und
ein ,,abnormes* Kiweill entsteht (Levine und Fopeano, jr., 1953). Von Becker
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Tabelle. Milchcalciumgehalt verschiedener Species

Raite (nach Luckey, Mende und Pleasans, 1954)

1. Lactationstag (Colostrum) 99 mg- %
3.—6. Lactationstag 225 mg-%
13.—17. Lactationstag 275 mg-%
20.—23. Lactationstag 237 mg- %
Mensch
Colostrum 48,1 mg-%
Transitorische Milch 46,4 mg-%
Reife Milch 34,4 mg-%
Blutealcium 10,0 mg- %
Esel 90 mg-%
Biiffel 180 mg-%
Rind 120 mg-%
Schaf 190 mg-%
Plerd 100 mg- %
Schwein 270 mg- %
Ziege 170 mg-%

(Nach Ling, Kon und Porter, 1961)

(1957) und spéter von Reichelt (1966) ist iiber die vielfaltigen biochemischen und
morphologischen Wirkungen berichtet worden. Ahnlich wie die Parenchymzellen
des Pankreas (Seifert und Gieseking, 1961; Herman und Fitzgerald, 1962a, b)
zeigen die der Eiweilsynthese dienenden Organellen in den Drisenzellen der
Mamma dogis- und zeitabhéingige Alterationen. Diese sind vor allem durch einen
Verlust an Ribosomen, durch Entstehung eines agranuliren Ergastoplasma, durch
Auflockerung der Kernstruktur mit Vacuolenbildung und Membrandefekten und
durch eine versiegende Caseinsynthese gekennzeichnet (Béassler und Grillmaier,
1962 ; Grillmaier und Béssler, 1963). — In der lactierenden Mamma fiithrt Athio-
nin schon nach 10stiindiger Wirkungsdauer zu einer Vermehrung des intraalveo-
laren, histochemisch erfaBbaren Calciums. Dabei kénnte diese Zunahme des Cal-
ciumgehaltes durch eine gesteigerte Calciumsekretion oder durch verminderte Cal-
cium-Proteinbindung bei relativem Calciumiiberschuli zu erkliren sein.

Die gemeinsame Wirkung von DHT und Athionin 16st neben einer lang anhal-
tenden Hypercalcdmie (Jean und Mendell, 1962; Schifer, 1968) eine Steigerung
der Permeabilitét (Gerlach und Themann, 1965) und metabolische Zellschiaden aus.
Diese Funktionsstérungen #duBern sich histopathologisch neben einer Calcium-
reicherung im Sekret nun auch in einerzunehmenden Calciumaufnahme im Epithel.
Die durch Athionin vorgeschidigten Zellorganellen stellen die Matrix der intra-
celluldren Verkalkungen dar, die sich lichtoptisch bis zu einer génzlichen Tnkrusta-
tion des Epithelverbandes verdichten kénnen. Die metabolischen Zellschiden,
Nekrobiosen und Zellnekrosen ermoglichen ein AbflieBen des calciumreichen
Driisensekretes in das interlobulére Bindegewebe, so dal hier gewebliche Voraus-
setzungen einer interstitiellen Calcifikation gegeben sind. Diese Form emer calci-
phylaktischen Reaktion durch Athionin mit einer értlichen Stérung des Zell- und
Gewebsstoffwechsels wiirde der als ,,dystrophische Verkalkung® bezeichneten
Form zuzuordnen sein.

11*
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In der Brustdriise des Menschen werden auch Verkalkungen im Stroma und in
den Epithelzellen beobachtet. Im Stiitzgewebe lokalisierte, grobe Kalkschollen
treten beifibros-cystischer Mastopathie, bei Carcinomen, gelegentlich auch in Fibro-
adenomen und im hyalinisierten Kapselgewebe gutartiger Tumoren auf (Geschick-
ter, 1946; Hamperl, 1968). Pathogenetisch konnen diese mesenchymalen Caleifi-
kationen zu einem grolen Teil auf eine celluldre Storung und Authebung der Epi-
thel-Bindegewebsgrenze zuriickgefithrt werden. Dadurch wird es moglich, daB
Cysteninhalt bei Mastopathien oder gebildete Sekrete in Geschwillsten in das
Stroma gelangen und durch physikalisch-chemische Alterationen der Grund-
substanz Voraussetzungen fiir eine Verkalkung schaffen.

Typen calciphylaktischer Reaktionen der Mamma

a) mechanischer Faktor b) metabolischer Faktor
Sekretstauung Zellschiidigung durch Athionin
Calcifikation iiberwiegend Calcifikation iberwiegend
intraalveoldr interstitiell

Abb. 7 a und b. Schema zur Pathogenese und Morphologie der experimentell erzeugten Ver-
kalkungstypen

In Abb. 7 ist schematisch Pathogenese und Morphologie der zwei experimentell
durch unterschiedliche Challenger erzeugten Verkalkungstypen in der Mamma auf-
gezeigt worden. Damit kénnen die einleitend aufgeworfenen Fragen beantwortet
werden:

1. Bei der durch mechanische Sekretstouung ausgelosten lokalen Calciphylaxie
ist die Kalkablagerung iiberwiegend im Driisenlumen lokalisiert. Die Verkalkungs-
matrix ist das retinierte Sekret.

2. Die metabolische, durch Athionin induzierte Calciphylaxie ist durch intra-
epitheliale und quantitativ iberwiegend durch interstitielle Verkalkungen charak-
terisiert. Als Verkalkungsmatrix dienen metabolisch geschidigte Epithelzellen und
Zellorganellen und das die Driisenldppchen umgebende Mesenchym.
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